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論   文   の   要   旨 
 
 本論文は、ヤマカモジグサ（Brachypodium sylvaticum）の共生菌であるEpichloë属菌（子嚢菌門バ
ッカクキン科）の分類学的帰属を形態および分子系統学的解析により明らかにした上で、その遺伝的多
型と伝搬様式との関連性を解明し、イネ科植物とグラスエンドファイトとの共生系の実態解明の上で有
用な生態学的情報を提供するものである。 
 イネ科植物の共生菌‘グラスエンドファイト’として知られるEpichloë属菌は、無性生活環では宿主に
病徴を示さずに種子により垂直伝搬し、有性生活環では葉鞘上にがまの穂状の子座を形成し子嚢胞子に
よって水平伝搬する。本属菌の共生によりさまざまな利益が宿主に付与されることが知られる一方で、
有性生活環における子座形成は宿主の花序の発達と種子生産を阻害し、適応度を低下させる。このこと
から、本属菌とイネ科植物の共生系における相互関係が寄生的であるか相利共生的であるかは、菌の伝
搬様式が大きく関係する。これまでの研究の多くは、農業上重要な数種の作物種とそれらに共生する無
性生活環のみの菌が対象とされてきた。そこで著者は、本属菌とイネ科植物の共生系の実態を解明する
上で、作物種だけではなく、自然環境下の野生イネ科植物を対象に、そこに共生している本属菌の伝搬
様式やその変動要因を解明することが重要であるとし本研究を行った。 
森林性の多年生植物であるヤマカモジグサに共生するEpichloë属菌は、有性生活環と無性生活環を有
し、子嚢胞子による水平伝搬と種子を介した垂直伝搬を行うことが知られている。これまでに本菌の子
座形成能は遺伝子型によって異なることが示唆されているが、本菌の重要な伝搬機構である種子を介し
た垂直伝搬と菌の遺伝子型との関連性についての報告はない。そして、自然環境下において本菌の伝搬
がどのように生じているかは明確に証明されていない。そこで著者は、ヤマカモジグサとEpichloë属菌
との共生系の実態解明に向け、本草種を宿主とするEpichloё属菌の種を特定し、自生するヤマカモジグ
サ個体群を対象として、その感染状況と遺伝的多型を調査し、菌の遺伝子型と伝搬様式との関連性を明
らかにすることとした。 
まず著者は、日本のヤマカモジグサを宿主とするEpichloë属菌の分類学的帰属を明らかにするために、
3県5地点で採集したヤマカモジグサに共生している本属菌を供試し、形態および分子系統学的検討を行
った。その結果、子嚢殻、子嚢、子嚢胞子、分生子の形態はいずれもEpichloë sylvaticaと一致すること
を認めるとともに、分子系統学的解析によって本草種由来の分離株は全てE. sylvaticaであることを明ら
かにした。そして、本菌が国内のヤマカモジグサの分布域に広く生息していることを示唆した。 
次に著者は、筑波大学川上演習林内に設けた試験区に自生するヤマカモジグサ80個体について、E. 
sylvaticaの感染状況を把握するために分離調査を行うと同時に、分離株のrDNA ITS領域および
β-tubulin遺伝子塩基配列を解析することで本菌の遺伝的多型を調査し、次に一植物体への複数系統の感
染状況を調査した。そして、本菌の遺伝的多型と伝搬様式の関連性を明らかにするため、各稈の子座形
成の有無と、そこから分離されたE. sylvaticaの遺伝子型を調査し、各遺伝子型の子座形成率を算出した。
その結果、80個体中69個体から分離された77菌株の塩基配列データの解析に基づき、試験区内に生息す
るE. sylvaticaに6つの遺伝子型（遺伝子型I~VI）を認めた。また、一植物体の複数の稈から菌を分離、
その遺伝子型を調査し、最大で3つの遺伝子型が一植物体に複合感染していることを認めた。さらに、遺
伝子型I、II、IIIの子座形成率は20.0~77.8%、遺伝子型IV、V、VIは0%と、子座形成能は遺伝子型によ
って顕著に異なることを明らかにした。以上より、種内に子座形成能が異なる複数の遺伝子型が存在し、
それらが植物個体群内、そして一植物体内にも混在することを明らかにした。 
続いて著者は、種子の糊粉層に定着している本菌を検出するため、新たに確立した方法により菌体DNA
を感染種子から抽出し、特異的プライマーによるPCRでDNA検出することで本菌の種子感染率を調査し
た。その結果、供試した615粒中342粒からE. sylvaticaの菌体DNAが検出され、種子感染率は55.6%であ
ることを示した。次に、菌体DNAが検出された種子から180粒を選抜し、子座形成系統（遺伝子型I、II、
III）と子座非形成系統（遺伝子型IV、V、VI）の感染率を調査し、61粒（34%）に子座形成系統が、119
粒（66%）に子座非形成系統が感染していることを認めた。さらに、3年間の調査期間中に子座形成が全
く認められなかった植物由来の種子を調査し、その全てにおいて子座非形成系統が感染していることを
明らかにした。このことから著者は、これまで認識されていた小花の柱頭を通じた子嚢胞子による種子
感染はほぼ生じていないこと、また、子座形成系統においては子嚢胞子による水平伝搬に加え、種子を
介した垂直伝搬も機能していることを明らかにした。さらに、子座非形成系統が感染した植物上で生産
される種子の約半数は非感染であることから、この非感染種子に由来する植物体に子嚢胞子が感染する
可能性を示した。 
以上、国内においてはヤマカモジグサを宿主とするEpichloë属菌はこれまでE. typhinaと認識されてい
たが、著者は、本菌が欧州では本草種に特異的に共生することが知られているE. sylvaticaであることを
明らかにした。そして、E. sylvaticaに6遺伝子型を認め、子嚢胞子による水平伝搬と種子を介した垂直
伝搬の両方の伝搬機構を備えた遺伝子型と、種子による垂直伝搬を重要な分散手段とする遺伝子型が存
在し、これら異なる複数の系統が一植物体内に共存し得ることを明らかにした。 
 
審   査   の   要   旨 
 
グラスエンドファイトと宿主植物の遺伝的および生理・生態的多様性と、それらの生物間相互作用を
明らかにし、その共生系の実態を解明するために、あるいはグラスエンドファイトの応用利用に向けた
検討を行う上で、野生のイネ科植物とその共生菌を対象とした研究の重要性が指摘されている。そのよ
うな中で著者は、日本で研究例のないヤマカモジグサ上のEpichloë属菌の生態に着目し、まず本菌の分
類学的帰属の問題を解決した上で、本草種の自然個体群を対象とした3年間の野外調査により、本菌の遺
伝的多型と伝搬様式との関連性を明らかにした。特に研究例のない菌の遺伝子型と種子感染による垂直
伝搬の関連について、新たに確立した種子内の菌体DNAを検出する方法を用いて、多数の感染種子を一
粒毎に調査することでそれらの関連性を明らかにした。そして、種子による垂直伝搬を重要な分散手段
とする遺伝子型が存在する一方で、垂直伝搬と水平伝搬の両方を行う遺伝子型が存在することを明らか
にし、それらが共存して菌と宿主植物との共生系が成り立っていることを示したことは高く評価できる。
この成果は、他のイネ科植物とグラスエンドファイトとの共生系の実態解明と、その特徴を解析し評価
する上で重要な生態学的情報を提供するものである。また、菌と宿主植物との共進化の機構の解明や、
グラスエンドファイトの主要作物種への応用利用に向けた新たな生物資源探索においても大きく貢献す
る重要な基礎的情報であると評価する。 
平成29年1月20日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査及び学力の確
認を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。その結果、審査委
員全員によって合格と判定された。 
よって、著者は博士（農学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものとして認める。 
 
